


























































































































srcPrOcOccuS"口″Лs MT8148株(血清 型 c)は,brttn heart infusion(BⅢ;Difco
Laboratories,Dctroit,Mich.,USA)液体 培 地 TTY液体 培 地 (HamadaとTOrii,



































pMWH8  Apr,McS,c)                      ニツポンジーン
pMWH9  Apr,McS,c)                    ニツポンジーン
pSP73   Apr,McS,(M)                     PrOmega
pl"7  pSP73のMCSをpMWH9のMCSに挿入,Apr,McS,C)本研究
pVA838  Cmr,Emr,00,E ttF‐Sゅね"∝“
属のシャトルベクター Macrinaら(1982)






















Mass.,USA)およびニツポンジーンより購入 した。pMwH9を制限酵素 PyII Ⅱ
で切断 してracプロモーターを含むマルチクローニング部位 を除き,夏pa I,
NdcIで消化 して分離 したpSP73(Promega,Madison,Wis.,USA)由来のマルチク














緩衝液 (NaPB;pH 6.0)で3回洗浄した。ついで,その菌体を8M尿素で 25
℃,1時間抽出した溶液を10 mM NaPB(pH 6.0)で透析後, 0%飽和硫酸アン
モニウムで塩析,濃縮した。再び同緩衝液で透析後,この粗 CA―GTascを
DEAE―Scphacclカラム(2.6x17cm, ベッド体積 90.3 ml)にかけ, 50 mMの
NaPB(pH 7.5)250 mlで洗浄した後,吸着したタンパクをo-l M NaClの直線
濃度勾配によって溶出した。各フラクシヨン(10 ml)の波長280 nmでの吸光度
(A280)とGTasc,およびフルクトシル トランスフェラーゼ (fruCtOSyltransferasc;
FTasc)の酵素活性を測定した (図2)。 GTaseを含む画分を集めて10 mM NaPB
(pH 6.0)で透析後,これをヒドロキシアパタイトカラム(l x 15 cm,ベッド体
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試験管番号 (10m1/本)
図2 S.″〃r"s MT8148株CA‐GTasc粗標品の DEAE‐Scphacclカラムクロマ トグラム.
¬町 液体培地 (10Dで培養 した菌体 を8M尿素を用いて25℃,1時間抽出 した。抽出液を
DEAE‐Scpha∝1カラム(2.6x17cm)にかけ, リン酸ナ トリウム緩衝液 (50 mM,pH 7.⊃で ,
つづぃてo_l M NaClの直線濃度勾配によって溶出 した。各 フラクシ ヨンの酵素活性 は ,
『
4C〕スクロースを用いて測定 した。●,GTase;○,Frase;¨‐,A然o;一,NaCl濃度
M(110 ml)のNaPB(pH 6.0)で段階的に溶出した。各フラクシヨン(10 ml)の
ん80と酵素活`1/■(GTase,FTasc)を測定し,GTasc活性を示す0.5 M NaPB(pH 6.
0)溶出画分を精製 CA―GTase標品とした(図3)。精製 CA―GTascのN末端アミ
ノ酸配列は気相プロテインシークエンサー(PSQ-1型,島津製作所,京都)によっ
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図3 S.m″rans MT8148株部分精製CA‐GTaseのヒドロキシアパタイトカラムクロマトグ








生理食塩水 (PBS;pH 7.2)で透析したものをウサギ抗 CA―GTasc lgG画分とし























アガロース(ScaKem ME Agarosc,FMC BioProducts,Rockland,Maine,USA)を
0.8%になるようにTBE緩衝液 [89 mM Tris―HCl(pH 8.0),89 mMホウ酸,2m
EDTA(pH 8.0)]に加熱溶解したものを泳動用グルとして用いた。泳動用緩衝液
としてTBE緩衝液を用い,100Vで泳動を行つた。マーカーとしてλファージ








体 を回収 した。その菌体をlmMエテレンジアミン四酢酸 (EDTA)を含む lo
mMトリス 塩ー酸緩衝液 (pH 8.0;TE緩衝液)で洗浄遠′いした後,20%グルコー
スを含むTE緩衝液に懸濁 した。これにリゾチーム(8 mg/ml:Sigma)および
RNase A(0.3 mg/mL Boch五ngcr Mannheim GmbH,Mannheim,Gcmany)を加え37
℃,30分間反応させた。つぎに,ムタノリジン(o.25 mg/mL大日本製薬,大阪)





を沈殿 させ,これをガラス棒 に巻き付 けて回収 した.このDNAをTE緩衝液




S.mu"ns MT8148株染色体DNAを制限酵素 SPc Iおよび Sp力Iで消化後,5
-20%のスクロース密度勾配 [5-20%スクロース,l M NaCl,20 mM Tris―HCl





上記の各 オリゴヌクレオチ ド50 pmolに[γ-32P]ATP(～37 MBq/mmol;
Amersham,Buckinghamshirc,England)50 pmolおよびT4ポリヌクレオチ ドキナ
ーゼ (ニッポンジーン)10単位 を加え,37℃で30分間反応 させて得た [32P]ォ
リゴヌクレオチドをプロープとして用いた。また,ォリゴヌクレオチド以外の
DNAフラグメントの標識は,ランダムプライマー法を応用したDNAラベリン
グキット(宝酒造)および [α-3匂dcTP(～37 MBq/mmoL Amcrsham)を用いて添
付の指示書に従い行つた。
lo。 ブロッティング
制 限酵素 で切断 したDNA断片 をアガロース電気泳動 した後,そのグルをア
ルカ リ溶液 (1.5 M NaCl,0.5 M NaOH)に1時間,ついで中和溶液 (3 M NaCl,1
M Tris―HCl;pH 8.0)に1時間浸析 した。 このグル にナイ ロン膜 (HybOnd―N,
Amersham)を密着させ毛細管現象を利用 して,DNA断片を膜に転写 した
(SOuthCm,1975;Sambr00kら,1989)。DNAの転写されたナイロン膜は6x SSC



























した2x SSC溶液 (0.3 M NaCl,30 mMクエン酸ナトリウム)を用いて室温で 15












一晩培養した。この菌液をloo mlのΨ 液体培地に移し,波長550 nm(■550)
で測定し濁度が0.48になるまで振盪培養した。遠心によって菌体を回収し,
40 mlのTfb I(30 mM酢酸カリウム,loo mM塩化ルビジウム,lo mM塩化カル
シウム,50 mM塩化マンガン,15%グリセロール;pH 5.8)を加え攪拌後,0℃,





b)形質転換  プラスミドDNAの導入は,このコンピテント細胞 200 μlを
0℃, 15分間放置後,0.1-1.O μgのプラスミドDNAをカロえ, さらにO℃,30
分間静置した。つぎに42℃で1分間熱シヨックを与え,0℃,3分間冷却 し
た。800 μlのSOC液体培地[2%トリプトン(Difco),0.5%酵母エキス (Difco),















Xtt Iおよび Sp力Iで消化 したプラス ミドベクターpMwH8あるいはpMWH9
とを連結 した。この組換えDNAをカルシウム処理によリコンピテントな状態



























置 (NA-1512型,日本エイ ドー ,東京)を用いて120 mA,2時間通電すること
によリアクリルアミドグル層からポリビニリジンジフルオライド(polyvinyli―
dinc dinuo五dq PVDD転写膜 (ImmObi10n,Nlilliporc,Bcdford,Mass.,USA)ヘタン
パ クを転写 した。このPVDF膜を3%BSAを含む PBsT(0.14 M NaClと0.o5%
Tween 20を含む50 mMリン酸緩衝液;pH 7.4)溶液中で 4℃,一晩放置 した。
ついでPBST溶液で500倍希釈したウサギ抗 CA‐GTasc lgGと室温で 1時間反
応 させ,PBST溶液で3回洗浄後,PBST溶液で 1,000倍希釈 したアルカリフ
ォスフアターゼ結合プタ抗ウサギIg抗体 (Dakopatも,Glostrup,Dcnmark)と室温
で 1時間反応 させた。さらにPBST溶液で膜 を3回,アルカリフオスファター
ゼ発色液 (100 mM NaCl,5 mM MgC12,lCICl mM T五s―H l;pH 9.5)で1回洗浄後 ,


























10 μlの試料と20 mM[“C‐フルク トー ス]スクロース溶液 (1.85 GBq/moL Ncw







s精製 CA―GTaseあるいはE cO万組換えCA―GTaseをウサギ抗 CA―




























































の実測値      GS-5株



































































































































ハθυ I             Sph I
図4 pSK6およびpSK16の挿入断片制限酵素地図.太い矢印はpMWH8およびpMwl19









ろ,SPc IとSp力Iで消化 した染色体DNAとハイプリツドを形成する5.6 kbと








‐ ‐ ― ● 菫 韓‐
2.3 kbレ
2.O kbト
プロープ:  FK01    FK06    FK05   FK07  pSK6 pSK16
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X   X形質転換MT8148株
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